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Abstract  
AIM: To investigate the influence of intravenous 
administration of endothelial progenitor cells 
(EPCs) transfected with the TRAIL gene on the 
growth of tumors derived from subcutaneously 
inoculated H22 cells in nude mice to provide a 
theoretical basis for the treatment of liver cancer.

METHODS: The TRAIL gene was amplified 
by PCR, cloned into the pcDNA3.1 vector, and 
transfected into EPCs. The expression of TRAIL 
protein was detected by Western blot. Mice were 
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内皮祖细胞介导TRAIL基因对小鼠肝细胞癌的治疗作用

袁献温, 葛夏青, 孙喜太, 丁义涛

®

■背景资料
肝癌在消化系统
疾病中恶性程度
高, 死亡率高. 外
源输注的内皮祖
细胞可以定向归
巢于肿瘤组织. 内
皮祖细胞能够介
导TRAIL基因对
肝癌进行治疗, 能
够为肝癌提供新
的治疗思路. 

inoculated subcutaneously with H22 cells to 
induce tumor formation. Tumor-bearing mice 
were randomly divided into three groups and 
injected via the tail vein with EPCs transfected 
with the recombinant adenoviral vector carrying 
the TRAIL gene, the empty vector, and normal 
saline, respectively.

RESULTS: Restriction enzyme digestion and 
DNA sequencing analyses indicate that the 
recombinant plasmid was constructed success-
fully. TRAIL expression was detected in EPCs 
transfected with the recombinant adenoviral 
vector by Western blot. The rate of reduced tu-
mor growth was 47.77% in mice administered 
with EPCs carrying the TRAIL gene. Tumor vol-
ume and weight in the experimental group (0.791 
cm3 ± 0.119 cm3, 0.29 g ± 0.04 g) were significant-
ly lower than those in the two control groups (all 
P < 0.05).

CONCLUSION: The recombinant plasmid car-
rying the TRAIL gene has been successfully con-
structed. Intravenous administration of endothe-
lial progenitor cells transfected with the TRAIL 
gene inhibits the growth of tumors derived from 
H22 cells in nude mice.

Key Words: TRAIL; Hepatocellular carcinoma; Gene 
therapy
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摘要  
目的: 探索TRAIL基因转染内皮祖细胞对肝癌
的治疗作用. 

方法: 通过PCR扩增TRAIL基因, 将TRAIL基
因与pcDNA3.1载体连接, 采用腺病毒转染入
内皮祖细胞中, 并用Western blot进行TRAIL
基因的表达鉴定. 建立小鼠皮下移植瘤动物模
型, 用携带TRAIL基因的重组腺病毒转染内皮
祖细胞, 经尾���脉注射, 同时以生理盐水和空

■同行评议者
姚登福, 教授, 南
通大学附属医院
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■相关报道
内皮祖细胞是造
血干细胞的一种, 
与血管新生及肿
瘤发生有着密切
的联系.

载腺病毒为对照, 分别观察治疗效果.  

结果:  经酶切及测序鉴定 ,  T R A I L基因与
pcDNA3.1的重组质粒构建成功. Western blot
检测发现TRAIL基因转染入内皮祖细胞后有
表达. 转染TRAIL基因组的抑瘤率为47.77%, 
肿瘤体积平均值为0.791 cm3±0.119 cm3, 肿瘤
质量平均值为0.29 g±0.04 g, 经统计学分析与
对照组有显著性差异. 

结论: TRAIL基因成功转染入内皮祖细胞并表
达, TRAIL基因转染内皮祖细胞可以明显抑制
H22移植瘤的生长, 且无明显不良反应. 

关键词: TRAIL基因; 肝细胞癌; 基因治疗
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0  引言

肝细胞癌是恶性程度最高的��系肿瘤之一. 
在恶性肿瘤中其发病率居��第5位, 死亡率居

第3位[1]. 我国每年肝癌新发病例数量高达36万, 
因肝癌致死�数达35万[2]. 因此, 寻找新的有效

的肝癌治疗措施成为目前研究的目标. 内皮祖

细胞(endothelial progenitor cells, EPCs)是一类

具有游走特性的能定向增殖分�为成熟血管内

皮细胞的前体细胞, 主要存在于骨髓, 也存在于

外周血和脐带血, 少量存在于心脏、血管、骨

骼肌和脂肪组织. 骨髓中含有大量造血干细胞

和间充质干细胞, 均可分�为EPCs, 故骨髓中的

EPCs含量丰富, 增殖能力强[3]. 1997年, 日本研究

者Asahara等[4]初次从�外周血单核细胞分离出

CD34和血管内皮细胞生长因子受体-2(vascular 
endothelial cellgrowth factor, VEGFR-2)均为阳性

的单核细胞, 其在体外培养呈梭形, 可形成管腔

样结构, 能够表达内皮细胞的特异性抗原, 故命

名为EPCs. Hur等[5]从成�外周血中培养出两种

类型EPCs, 并将其命名为早期EPCs和晚期EPCs, 
Schatteman等[6]发现, 早期EPCs对血管起修补作

用, 而晚期EPCs因其强大的细胞增殖能力, 在
血管生成中起作用. 肿瘤坏死因子相关凋亡诱

导配体(tumor necrosis factor-related apoptosis 
inducing ligand, TRAIL)是一种Ⅱ型跨膜蛋白, 他
可通过特异性结合死亡结构域激发和传导凋亡

信号, 从而进一步激活一系列的蛋白酶联反应, 
诱导细胞凋亡[7]. TRAIL诱导细胞凋亡不依赖功

能性P53的存在, 而且具有肿瘤或转�细胞特异

性, 并能够通过旁观者效应对肿瘤细胞进行杀

伤, 在肿瘤的免疫监督和抑制转移中也起着重

要作用[8]. 虽然TRAIL基因有广谱的抗瘤作用, 
但是该基因的应用也存在许多问题, Kruyt等[9]

发现虽然TRAIL具有明显的抗肿瘤活性, 但由于

系统给药可能存在肝细胞毒性, 其应用受到限受到限到限

制. 使TRAIL仅在肿瘤局部形成高浓度, 是提高

疗效、降低毒性的关键. 本课题组一直致力于

EPCs的研究, 前期结果[10-12]表明肝细胞癌患者存

在EPCs骨髓动员, EPCs参与构建了肝癌的新生

血管, 在分布特点上, EPCs主要富集于癌旁组织. 
为此我们利用EPCs可特异性地靶向肿瘤细胞内

增殖复制的特点, 构建携带�TRAIL基因的重组

质粒, 为利用TRAIL重组载体抑制肿瘤生长奠定

实验基础[13]. 

1  材料和方法

1.1 材料 小鼠肝癌细胞H22由本研究所保存; 大
肠杆菌E.coli  DH5α由本研究所保存; 质粒pcD-
NA3.1由本研究所保存; 质粒pORF-TRAIL由本

研究所保存; 鼠抗�trail抗体购自美国Santa Cruz
公司; 羊抗小鼠IgG抗体购自南京布克生物科技

有限公司; ECL发光试剂盒购自美国Millipore公
司; 限制性内切酶BamHⅠ、HindⅢ、T4连接、T4连接T4连接

酶均购自日本Takara公司; PCR试剂盒购自美国

MBI公司; 琼脂糖凝胶纯�试剂盒、质粒提取试

剂盒均购自美国Biomiga公司; 引物合成及序列

测定均由南京金斯瑞生物科技有限公司完成. 
1.2 方法

1 .2 .1 P C R扩增T R A I L基因 :  引物设计采用

软件Primer Premier 5.0进行, 上游引物序列

为: 5'-CCAAGCTTATGGCTATGATGGAG-
G T C C A G G G G G G A C-3 ' ,  下游引物序列为

5'-CGGGATCCTTAGCCAACTAAAAAGGCCCC-
GAAAAAACTGG-3', 其中划线部分分别为Hind
Ⅲ和BamHⅠ的酶切位点, 此两位点与pcDNA3.1
上的相应多克隆位点相吻合. PCR反应为95 ℃预

变性5 min, 94 ℃ 1 min, 67 ℃ 1 min, 72 ℃ 1 min, 
共30个循环, 再于72 ℃延伸10 min. 然后置于4 ℃
终止反应并保存. 取部分PCR产物进行15 g/L琼脂

糖凝胶电泳, 判断PCR产物的大小. 
1.2.2 重组质粒的构建: 将pcDNA3.1载体和经

PCR反应扩增得到的TRAIL产物分别进行BamH
Ⅰ、HindⅢ双酶切, 再按照凝胶纯�试剂盒的

说明书进行纯�. 以紫外分光光度计分别测定
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■创新盘点
内皮祖细胞此前
的研究集中于血
管新生及干细胞
相关方面研究, 本
文在前期研究基
础上将内皮祖细
胞作为载体负载
TRAIL基因进行
肝癌的相关治疗.

两种酶切产物的量 .  将两种酶切产物用T4连
接酶连接, 16 ℃过夜. 以连接产物转�感受态

DH5α, 在含有氨苄青霉素的琼脂平板上进行筛

选[14,15]. 取阳性克隆进行扩增, 并抽提重组质粒

pcDNA3.1/TRAIL. 
1.2.3 重组质粒的鉴定: 将重组质粒用BamHⅠ、

HindⅢ进行双酶切, 与空载体和PCR产物一起进

行琼脂糖凝胶电泳. 同时送南京金斯瑞生物科

技有限公司测序鉴定. 
1.2.4 Western blot鉴定重组质粒的表达: 将重组质

粒经腺病毒转染入小鼠EPCs, 以未转染重组质

粒的小鼠EPCs为对照, 分别抽提蛋白, Bradford法
测定总蛋白含量, 按每孔60 μg上样, 15%聚丙烯

酰胺凝胶(SDS-PAGE)电泳, 再用250 mA电流将

凝胶上的蛋白转印至PVDF膜上. 5%脱脂奶粉封

闭1 h后, 加一抗(鼠抗�trail, 稀释度为1∶1 000), 
4 ℃孵育过夜, TBST充分漂洗后加入辣根过氧�

酶标记的二抗(羊抗鼠IgG, 稀释度为1∶5 000)孵
育1 h, 最后经ECL发光, 柯达胶片曝光显影. 
1.2.5 ICR小鼠皮下移植瘤模型的建立及接种: 
(1)将液氮中冻存的细胞37 ℃水浴中快速解冻; 
在超净工作台内, PBS液清洗复苏的细胞两次, 
0.2 mL PBS液重新混匀细胞, 接种于ICR小鼠腹

腔内; 6 d后, 小鼠腹部肿大, 断颈处死种鼠, 乙醇

浸泡后于超净工作台内抽取腹水; 离心抽取的

腹水用PBS液清洗细胞2次, PBS液重悬细胞计

数, 调整细胞悬液浓度为1×107个/mL; 每只ICR
小鼠背部皮下接种0.1 mL; (2)选取肿瘤大小较

一致的24只皮下移植瘤ICR小鼠模型, 分为3组, 
每组8只, 从移植瘤后第3天开始, 分别经尾静脉

注射, 每天注射1次: 第1组对照组加生理盐水; 
第2组注入未转染TRAIL的EPCs; 第3组注入转

染TRAIL的EPCs.
1.2.6 标本检测: 注射后第10天处死ICR小鼠, 以

游标卡尺测量瘤体最长径(a)及最短径(b)一次计

算肿瘤体积V(mm3) = 1/6πab2. 进行尸检, 记录瘤

组织体积大小, 并计算肿瘤抑制率. 肿瘤抑制率

(%) = [1-(实验组平均体积/对照组平均体积)]×
100%. 分别采血进行肝肾指标的生�检测. 取瘤

称重, 未转染TRAIL组、转染TRAIL组及对照组

ICR小鼠均取小块瘤体作HE染色病理组织学检

查(由鼓楼医院病理科完成). 
统计学处理  结果以mean±SD表示, 数据采

用SPSS13.0软件处理, 应用t检验进行统计学分

析, 以P <0.05为有统计学意义. 

2  结果

2.1 PCR扩增TRAIL基因 以pORF-TRAIL质粒为

模板, 以合成的带有BamHⅠ和HindⅢ酶切位点

的序列为引物, PCR扩增TRAIL基因, PCR产物

进行1.5%琼脂糖凝胶电泳, 发现大约为850 bp, 
与质粒中包含的TRAIL序列大小一致(图1). 
2.2 重组质粒的构建及酶切鉴定 由于质粒及

TRAIL基因的PCR产物��彻底, 且克隆所使用

的内切酶为两种不同的酶, 所以最后在氨苄青

霉素平板上可见分布均匀、形态大小均一的单

个细菌菌落; 而对照平板上未见任何菌落生长. 
挑取单个菌落, 扩增后常规提取质粒, 用BamH
Ⅰ和HindⅢ酶双酶切后, 经琼脂糖凝胶电泳显

示, 质粒已完全切开, 呈现两条带, 一条为插入

片段TRAIL, 另一条为载体切开的片段. 从结果

可看出, 两个片段分别对应于空载体和PCR产物

的位置, 说明克隆成功(图2). 
2.3 重组质粒的测序 重组质粒按照试剂盒说明

书常规提取后, 送南京金斯瑞生物科技有限公

司测序, 测序结果与理论值完全一致, 测序图见

图3. 
2.4 Western blot检测重组质粒的表达 以转染

1          2

图� �� �����������������  1  �����������������TRAIL基因PCR扩增电泳图��. 1: PCR产物; 2: DNA Marker.

1       2     3     4    5

1 500 bp
1 000 bp

800 bp
600 bp
400 bp

200 bp

图� �� �����������  2  �����������重组质粒的酶切鉴定��. 1: DNA Marker; 2: 双酶切的重

组载体; 3: PCR产物; 4: 空载体; 5: 未经双酶切的重组载体.

1 500 bp

1 000 bp
800 bp

600 bp

400 bp

200 bp



www.wjgnet.com

袁献温�� ��� �����������������������������������������, 等. �����������������������������������������内皮祖细胞介导TRAIL基因对小鼠肝细胞癌的治疗作用���������������					               2989

■应用要点
TRAIL基因具有
广谱的抗肿瘤作
用, 内皮祖细胞介
导TRAIL基因回
输对小鼠肝癌具
有治疗作用, 且无
不良反应, 为肝癌
的治疗提供了理
论依据.

重组质粒的小鼠E P C s作为对照, 检测转染重

组质粒的小鼠EPCs中TRAIL蛋白的表达, 发现

TRAIL蛋白在转染了重组质粒的小鼠EPCs中表

达, 而在未转染的小鼠EPCs中没有发现TRAIL
蛋白的表达, 表明TRAIL蛋白可以在小鼠EPCs
中表达(图4). 
2.5 转染与未转染TRAIL的EPCs基因治疗对移

植瘤的影响 通过肉眼观察可以看出, 对照组和

未转染T R A I L基因组小鼠肿瘤体积大于转染

TRAIL组小鼠肿瘤体积(图5). 实验结束时各组

ICR小鼠体内移植瘤体积、瘤重情况, 表1. 实验, 表1. 实验表1. 实验

结果为: 空载体组的抑瘤率为20.98%, 但经统计

学分析与对照组无显著性差异, 转染TRAIL基因

组的抑瘤率为47.77%, 与对照组有显著性差异

(图6). 
2.6 治疗组与对照组毒性比较 ICR小鼠一般生活

状态良好, 经统计学分析, 治疗组与对照组相比, 

肝肾功能无明显差异(P >0.05, 表2). 

3  讨论

基因治疗载体大致可分为病毒型载体和非病毒

载体. 在过去的20年里, 使用病毒载体和非病毒

载体施行了1 500多个基因治疗的临床试验. 然
而, 在大多数的例子中, 治疗的效果并不令�满

意, 不良反应成为�们关注的主要问题[16]. 病毒

型载体系统在体内外实验中使用较多, 主要有

逆转录病毒载体、腺病毒载体、慢病毒载体、

单纯疱疹病毒载体等[17], 尤其以腺病毒载体的应

用更为广泛. 
研究发现[18]EPCs不表达MHC, 没有免疫排

斥作用, 在体内能够躲避NK细胞的杀伤作用, 且

图� �� �����������  3  �����������重组质粒测序基因图谱�.

对照组 空载体组 TRAIL基因组
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图� �� ������������ 6   ������������ICR小鼠移植瘤质量��. aP<0.05 vs  对照组.

图� �� ������������� 5   �������������ICR小鼠肿瘤生长情况��. 1: 对照组; 2: 未转染TRAIL

组; 3: 转染TRAIL组.
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图� �� �������������������������� 4   ��������������������������TRAIL蛋白在转染组细胞及未转染祖细胞中的表达��. 1: 

未转染内皮祖细胞; 2: 转染TRAIL基因的内皮����祖���细胞.
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其有靶向性高, 系统毒性低的特点. EPCs可以作

为很好的组织工程及基因治疗的载体, 因为他他

们有良好的分型、广泛的分�潜能以及有效的

基因转导能力[19]. 临床研究证实EPCs能够定向

�巢于肿瘤组织[20], 利用此特性可将其作为靶向

运输至肿瘤组织的基因载体[21]. 由于EPCs具有

维持成�血管完整性的生理功能, 所以EPCs不
仅可以定向聚集在肿瘤部位, 同时也在缺血组

织血管再生方面起到作用[22]. 
TRAIL是肿瘤坏死因子家族成员之一, 研是肿瘤坏死因子家族成员之一, 研, 研研

究表明其具有凋亡诱导活性. �的TRAIL基因. �的TRAIL基因�的TRAIL基因TRAIL基因基因

定位于3q26.1-26.2, 在特定蛋白酶水解作用下形3q26.1-26.2, 在特定蛋白酶水解作用下形在特定蛋白酶水解作用下形

成可溶性的TRAIL. TRAIL的活性部分位于第TRAIL. TRAIL的活性部分位于第的活性部分位于第

114-281氨基酸处, 而该处即是其胞外结构区C氨基酸处, 而该处即是其胞外结构区C, 而该处即是其胞外结构区C而该处即是其胞外结构区CC
末端, 且第230位的半胱氨酸(cysteine-230)对其, 且第230位的半胱氨酸(cysteine-230)对其且第230位的半胱氨酸(cysteine-230)对其230位的半胱氨酸(cysteine-230)对其位的半胱氨酸(cysteine-230)对其(cysteine-230)对其对其

活性表达起关键作用. 他通过形成二硫链维持. 他通过形成二硫链维持他通过形成二硫链维持

TRAIL的三聚体结构, 三聚体中间定位于Zn离的三聚体结构, 三聚体中间定位于Zn离, 三聚体中间定位于Zn离三聚体中间定位于Zn离Zn离离
子, 对保持TRAIL的原始结构、稳定性和生物活, 对保持TRAIL的原始结构、稳定性和生物活对保持TRAIL的原始结构、稳定性和生物活TRAIL的原始结构、稳定性和生物活的原始结构、稳定性和生物活

性十分重要[23]. 在体外TRAIL与死亡受体结合能在体外TRAIL与死亡受体结合能TRAIL与死亡受体结合能与死亡受体结合能

迅速诱导多种组织来源的转�细胞株、肿瘤细

胞株或病毒感染细胞株凋亡. 而诱骗受体因没. 而诱骗受体因没而诱骗受体因没

有完整的胞内死亡结构域, 其不能诱导凋亡, 但, 其不能诱导凋亡, 但其不能诱导凋亡, 但, 但但
能抑制TRAIL诱导的凋亡. 正常细胞表达死亡受TRAIL诱导的凋亡. 正常细胞表达死亡受诱导的凋亡. 正常细胞表达死亡受. 正常细胞表达死亡受正常细胞表达死亡受

体的同时也表达诱骗受体, 可以免受TRAIL诱导, 可以免受TRAIL诱导可以免受TRAIL诱导TRAIL诱导诱导

的凋亡攻击[24]. 可见TRAIL具有肿瘤选择性凋亡可见TRAIL具有肿瘤选择性凋亡TRAIL具有肿瘤选择性凋亡具有肿瘤选择性凋亡

诱导作用.. 
由于pORF-TRAIL质粒为瞬时表达载体, 无

法在体内进一步发挥作用, 因此本实验将TRAIL
基因克隆到一个真核表达载体中 ,  该载体可

以稳定转染, 并可以长期表达, 本研究将携带

TRAIL基因的腺病毒重组质粒转染入小鼠EPCs
中可以检测到TRAIL基因的表达. 此结果为进

一步将载体转染至EPCs进行肿瘤的基因治疗奠

定了坚实的基础. 本研究进一步通过动物体内

实验, 应用于肝癌ICR小鼠皮下移植瘤的治疗. 
我们将TRAIL质粒转染EPCs后注入ICR小鼠体

内, 使TRAIL在肿瘤局部分泌, 其作用效率明显

提高. 实验结果显示, 转染TRAIL组抑瘤率达到

47.77%, 表明转染TRAIL组在体内能明显抑制

肿瘤生长, 未转染TRAIL组虽然也具有一定的抑

瘤效果, 但经统计学分析发现与生理盐水对照

组无统计学差异, 可能由于系统误差与个体差

异造成. 
应用TRAIL转染EPCs治疗肝癌是一种比较

安全的方法, 因为: (1) TRAIL能够诱导大多数肿

瘤细胞发生凋亡, 而对正常组织及细胞几乎没

有毒性作用[25], 所以TRAIL治疗本身就有一定的

靶向性; (2)EPCs的靶向性作用: 研究发现循环中

的EPCs特异性地参与到肿瘤血管生成中[26]. 使
用EPCs作为载体的优点是在肿瘤局部生成基因

产物, 将治疗效果仅限于需要受益的器官, 系统

的基因产物水平低, 从而减少了系统毒性. 通过

对ICR小鼠肝肾功能检测显示, 未转染TRAIL组
与转染TRAIL组对肝肾功能无明显影响. 提示

TRAIL转染EPCs基因治疗具有一定的安全性, 
有临床应用价值. 
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《世界华人消化杂志》入选《中国学术期刊评价研究报告 -
RCCSE 权威、核心期刊排行榜与指南》

本刊讯 《中国学术期刊评价研究报告-RCCSE�威、核心期刊排行榜与指南》由中国科学评价研究中心、武

汉大学图书馆和信息管理学院联合研发, 采用定量评价和定性分析相结合的方法, 对我国万种期刊大致浏览、

反复比较和分析研究, 得出了65个学术期刊排行榜, 其中《��������》位居396种临床医学类期刊第

45位. (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)


